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LC-MS-MS 测定河口及近岸海水中的氟喹诺酮类药物
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［摘要］ 建立了河口及近岸海水中氟喹诺酮类药物残留的固相萃取富集 － 高效液相色谱 － 串级质谱测
定方法． 以 Waters HLB 固相萃取 ( SPE) 小柱富集水样中的氟喹诺酮类药物，用 XDB-C18 柱、乙腈、甲酸
( 体积分数为 0. 2 % ) 水流动相进行分离，ESI 正离子源、三重串级质谱及多反应监测模式 ( MRM) 进行
目标物的定性、定量测定． 优化实验条件下，方法的检出限 ( 3σ) 为 0. 002 ～ 0. 010 μg /L，定量限 ( 10σ)
为 0. 010 ～ 0. 050 μg /L，样品加标回收率为 73. 3 % ( 奥比沙星) ～ 119. 7 % ( 氧氟沙星) ，相对标准偏差
( RSD) 为 1. 3 % ～ 5. 8 % ( 2. 5 μg /L，n = 6) ．
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Abstract: An accurate method was developed for measurement of fluoroquinolone antibiotics in estuarine
and coastal seawater by solid phase extraction ( SPE) and liquid chromatography － tandem mass spectrometry．
The fluoroquinolones were enriched by Waters HLB SPE column，eluted and concentrated before separating
with XDB-C18 column with mobile phase of acetonitrile and water containing 0. 2 % formic acid． The ana-
lytes were then detected with tandem mass spectrometer using positive ESI at MRM mode． Under the opti-
mized operating conditions，relative standard deviation ( RSD) for developed method were 1. 3 % ～ 5. 8 %
( 2. 5 μg /L，n = 6) ，standard added recoveries were 73. 3 % ( orbifloxacin) ～ 119. 7 % ( ofloxacin) ，lim-
its of detection ( 3σ) were 0. 002 ～0. 010 μg /L，limits of quantification ( 10σ) were 0. 010 ～0. 050 μg /L．
Key words: fluoroquinolone antibiotics; estuarine and coastal seawater; solid phase extraction; liquid
chromatography; tandem mass spectrometry
0 引言
氟喹诺酮类 ( fluoroquinolones) 药物是一类重要的广谱抗生素，具有抗菌谱广、高效、低毒、组
织穿透能力强等特性，适于治疗呼吸、消化、泌尿、生殖等系统的各种感染症，广泛应用于动物和水
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产养殖业［1 － 2］． 喹诺酮类药物在动物源性食品中的残留问题广受关注，欧盟、日本等规定了该类药物
在水产品中的最大允许限量［3 － 4］，美国则不允许将其用于水产养殖［5］． 这类药物被使用后，最终将以
母体或代谢物的形式直接或间接进入河口、近岸水体中，可能破坏其微生态系统，引发耐药病原菌出
现［6 － 7］，造成潜在危害． 为此，建立河口及近岸海水水体中氟喹诺酮类药物测定方法对水产养殖业的
健康发展和海洋环境的监测具有重要意义． 氟喹诺酮类药物测定方法的研究较多集中在畜牧产品或水
产品等动物源性食品［7 － 9］，关于测定污水［10 － 13］或环境水体［14］样品的研究也有报道，使用的方法主要
为配置紫外 － 可见或荧光光谱检测器的高效液相色谱法 ( HPLC) ［9 － 10，13 － 14］或液相色谱 － 质谱法 ( LC-
MS) ［9，11 － 12］． HPLC 因样品基质可能存在的干扰，使分析结果难于确证，常出现假阳性结果; 而 LC-
MS 对氟喹诺酮类药物的测定具有灵敏度高、定性定量准确等优点． 本工作的目的是建立固相萃取富
集 － 高效液相色谱 － 串级质谱准确方法以测定河口及近岸海水中的氟喹诺酮类药物．
1 材料和方法
1. 1 仪器与试剂
Agilent 1200SL 液相色谱仪、Agilent 6410 串联四极杆质谱仪 ( 美国 Agilent 公司) ，SPE 萃取装
置，pH 计，氮吹仪．
色谱纯乙腈 ( Merck 公司，美国) 和甲酸 ( Tedia，美国) ，SPE 萃取小柱 ( Oasis HLB，60 mg，
3 mL，Waters，美国) ，超纯水 ( Millipore 超纯水器) ，0. 22 μm 有机相微孔过滤膜．
氟喹诺酮标准品: 依诺沙星 ( Enoxacin) 、马波沙星 ( Marbofloxacin) 、诺氟沙星 ( Norfloxacin) 、
氧氟沙星 ( Ofloxacin) 、环丙沙星 ( Ciprofloxacin) 、洛美沙星 ( Lomefloxacin) 、丹诺沙星 ( Danofloxa-
cin) 、恩诺沙星 ( Enrofloxacin) 、奥比沙星 ( Orbifloxacin) 、沙拉沙星 ( Saralfoxacin) 、双氟沙星 ( Di-
floxacin) 、诺氟沙星-D5 ( Norfloxacin-D5) 、环丙沙星-D8 ( Ciprofloxacin-D8) 、恩诺沙星-D5 ( Enroflox-
acin-D5) 标准品均购自 Dr. Ehrenstorfer GmbH，纯度均大于 95 % ．
单标准储备液为 1 000 mg /L 的甲醇溶液，氘代同位素内标单标准储备液为 500 mg /L 的甲醇溶液，
二者均避光贮存于 －18 ℃冰箱中; 11 种混合标准溶液质量浓度为 4. 0 mg /L，3 种同位素内标混合标准
溶液质量浓度为 2. 0 mg /L，基质均为含体积分数为 0. 2 %甲酸的乙腈溶液( V( 水) ∶ V( 乙腈) =86∶ 14) ．
1. 2 样品前处理步骤
前处理步骤参考文献 ［15］ 进行，取 200 mL 经 0. 45 μm 滤膜过滤后的水样，加入 50. 0 μL 质量
浓度为 1 000 μg /L 混合标准溶液，用 1. 0 mol /L 盐酸调节 pH 值至 3. 0． 通过 Oasis HLB SPE 小柱进行
固相萃取富集． HLB 柱使用前先用 5 mL 甲醇和 5 mL 酸化水 ( pH =3. 0) 活化、平衡． 水样过柱流速
控制在 3 mL /min． 过柱富集后，继续对萃取柱抽真空干燥约 5 min，然后用 5 mL 甲醇洗脱，洗脱液
用氮气吹至近干，用基质溶液定容至 1. 0 mL，过 0. 22 μm 滤膜后，再上机测定．
1. 3 液相色谱 － 质谱分析条件
Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18 色谱柱 ( 3. 0 mm × 100 mm，1. 8 μm) ，柱温 40 ℃ ; 流动相 A
为含体积分数为 0. 2 % 的甲酸的水溶液，B 为乙腈，流速 0. 3 mL /min; 流动相梯度洗脱程序: 0—
4. 5 min，流动相 A 占 86 % ; 4. 5—10. 0 min，流动相 A 从 86 %变为 65 %，10. 0—12. 0 min，流动相
A 从 65 %变为 14 % ． 整个分析流程为 12. 0 min． 进样量 10. 0 μL．
ESI 源为正离子模式; 干燥气 ( 氮气) 温度 350 ℃，流速 9. 0 L /min; 雾化气 ( 氮气) 压力
35 Pa; 毛细管电压 4 kV; 数据采集方式为多反应监测模式 ( MRM) ; 各组分保留时间 tR、碎裂电压
( Fragmentor Voltage) uf、多反应监测模式条件见表 1． 以表 1 中的保留时间及两个定性离子对进行定
性，以定量离子对进行定量，并且采用内标法定量，马波沙星、依诺沙星、环丙沙星以环丙沙星 －
D8 为内标，诺氟沙星、氧氟沙星、洛美沙星、丹诺沙星以诺氟沙星 － D5 为内标，恩诺沙星、奥比沙
星、沙拉沙星、双氟沙星以恩诺沙星 － D5 为内标．
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表 1 氟喹诺酮类药物优化后的质谱分析条件
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实验中考察了不同体积分数 ( 0. 05 %、0. 1 %、0. 2 %、0. 5 %、1. 0 % ) 的甲酸对色谱峰形以及
质谱信号的影响． 结果表明，甲酸体积分数大于 0. 2 %时，色谱峰的拖尾现象基本消失，此时质谱信号
响应值最大; 继续增大甲酸体积分数时，各待测组分离子化效率受到抑制，质谱信号受到影响． 因此，
实验中选用体积分数为 0. 2 %的甲酸与乙腈混合作为流动相，并采用梯度洗脱程序进行各组分的分离．
按照 1. 3 所述的实验条件，虽然不能使所有待测组分完全达到基线分离，但质谱仪检测时采用了
MRM 监测模式，各待测组分的定性定量分析未受到影响． 图 1 为优化实验条件下的 MRM 色谱图．
2. 2 质谱测定条件选择
用优化后的分离条件及梯度洗脱程序、混合标准 ( 1. 0 mg /L) 进样、设定不同组分测定的时间
段，选用母离子扫描方式，得到各组分的分子离子 ( 母离子) ，在 SIM 模式下对各组分的碎裂电压进
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在 120 ～ 150 V 下有最佳的质谱响应值． 优
化后各组分的 uf 见表 1．
在 优 化 后 的 分 离 条 件 与 μ f 条 件 下，
用 1. 0 mg /L 混合标准进样，选用子离子
扫描 方 式， 设 定 不 同 的 碰 撞 气 能 量
( EC ) ，得到各组分的碎片离子及其强度，
根据其信息选用合适的 EC、定量与定性
离子对 ( 见 表 1 ) ． 最 后 对 干 燥 气 温 度、






质量浓度为 2. 5 μg /L，然后按 1. 2—1. 3 所
述的样品前处理方法及仪器条件进行测定，
计算本方法的相对标准偏差 ( RSD) ． 实验
结果 ( 见表 2 ) 表明，本方法的相对标准
偏差在 1. 3 % ～5. 8 %之间．
在水体样品中添加不同浓度的混合标
准溶液 ( 2. 5 μg /L、5. 0 μg /L) ，进行加标
回收实验． 实验结果 ( 见表 2) 表明，样品
加标回收率 R 在 73. 3 % ～119. 7 %之间．
2. 4 方法的检出限、定量限及线性范围
配 制 质 量 浓 度 分 别 为 10. 0、20. 0、
50. 0、100. 0、200. 0、500. 0 μg /L 的标准
表 2 方法的回收率及精密度
Tab. 2 Recoveries and the relative standard





2． 5 μg /L 5． 0 μg /L
RSD
( 2． 5 μg /L，n = 6)
马波沙星 Marbofloxacin 103． 2 115． 7 2． 6
依诺沙星 Enoxacin 104． 8 88． 4 2． 8
诺氟沙星 Norfloxacin 97． 6 89． 2 5． 8
氧氟沙星 Ofloxacin 112． 8 119． 7 1． 8
环丙沙星 Ciprofloxacin 108． 9 97． 9 1． 3
洛美沙星 Lomefloxacin 112． 7 110． 1 1． 8
丹诺沙星 Danofloxacin 103． 4 103． 7 3． 7
恩诺沙星 Enrofloxacin 106． 5 106． 9 2． 0
奥比沙星 Orbifloxacin 78． 7 73． 3 3． 2
沙拉沙星 Saralfoxacin 79． 2 89． 1 4． 2
双氟沙星 Difloxacin 104． 9 98． 2 2． 4
溶液，并加入 50. 0 μg /L 的相应内标． 按
1. 3 所述的条件进行测定，各组分检测的
线性方程、相关系数 r 及线性范围 RL 见
表 3． 结果表明，所测组分在表 3 所述的
质量浓度范围内有良好线性．
方法的检出限 LOD ( limits of detec-
tion) 定义为信噪比 ( S /N) 为 3 时对应的
质 量 浓 度， 定 量 下 限 LOQ ( Limits of
quantification) 定义为信噪比 ( S /N) 为 10
时对应的质量浓度． 表 3 列 出 的 LOD、
LOQ 已换算为水体样品中最终可检出的
目标物的质量浓度 ( μg /L) ． 优化实验条
件下，各目标组分的检出限在 0. 002 ～
·124·
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0. 01 μg /L 之间，能满足近岸海水中痕量氟喹诺酮药物测定的要求．
表 3 方法的线性范围、线性方程、相关系数、检测限、定量限
Tab. 3 Linear ranges，linear equations，correlation coefficients ( r) ，limits of detection ( S /N = 3) ，








/ ( μg·L －1 )
LOQ
/ ( μg·L －1 )
马波沙星 Marbofloxacin 0． 05 ～ 5． 00 Y = 0． 519 0 X － 0． 066 3 0． 999 8 0． 010 0． 05
依诺沙星 Enoxacin 0． 02 ～ 5． 00 Y = 2． 332 2 X － 0． 163 4 0． 999 8 0． 005 0． 02
诺氟沙星 Norfloxacin 0． 03 ～ 5． 00 Y = 1． 175 9 X － 0． 129 4 0． 998 7 0． 008 0． 03
氧氟沙星 Ofloxacin 0． 01 ～ 5． 00 Y = 4． 410 0 X + 0． 192 6 0． 999 9 0． 002 0． 01
环丙沙星 Ciprofloxacin 0． 03 ～ 5． 00 Y = 1． 095 5 X + 0． 002 0 0． 999 9 0． 008 0． 03
洛美沙星 Lomefloxacin 0． 01 ～ 5． 00 Y = 3． 699 6 X － 0． 184 0 0． 999 9 0． 002 0． 01
丹诺沙星 Danofloxacin 0． 03 ～ 5． 00 Y = 1． 283 2 X － 0． 090 9 0． 999 9 0． 008 0． 03
恩诺沙星 Enrofloxacin 0． 03 ～ 5． 00 Y = 1． 195 7 X － 0． 058 0 0． 999 8 0． 008 0． 03
奥比沙星 Orbifloxacin 0． 01 ～ 5． 00 Y = 4． 715 6 X － 0． 332 2 0． 999 8 0． 002 0． 01
沙拉沙星 Saralfoxacin 0． 03 ～ 5． 00 Y = 1． 182 2 X － 0． 058 0 0． 999 8 0． 008 0． 03











定性定量分析河口及近岸海水中氟喹诺酮药物的方法． 方法的精密度 ( RSD) 为 1. 3 % ～5. 8 %，定量
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